




SINEUP long non-coding RNA acts via PTBP1 and HNRNPK to promote translational initiation 
assemblies  
 







































 中でも、新規のアンチセンス RNA の役割として、脳の神経細胞で発現している UCHL1 タンパ
ク質の発現低下がパーキンソン病発症に関連していることが示唆されており、その関連因子の一つ
として Uchl1 mRNA に対して逆向きに発現している AS-Uchl1 RNA に Uchl1 mRNA の発現量を
変化させることなく、UCHL1 タンパク質の発現量を促進する機能があることが発見された 1。この
AS-Uchl1 RNA は Uchl1 mRNA の翻訳開始点を含む上流領域と相補的な結合領域と、レトロトラ
ンスポゾン由来の逆向き SINE＊(Short Interspersed Nuclear Element)B2 配列を含む機能領域を有
し、標的となる UCHL1 タンパク質の発現を促進(UP)する 1。この AS-Uchl1 RNA の構造を元に、
標的 mRNA と相補的な結合領域と SINE 配列を含む機能領域を有する新規のロングノンコーディ









めるため、先行研究において、Uchl1 mRNA に対する結合領域を EGFP (Enhanced Green 
図 1 SINEUP RNA の基本構造、及び期待される
応用利用。 
SINEUP RNA は標的となる mRNA に結合する
結合領域と機能領域(逆向き SINEB2)を含む合
成 RNA で、様々な用途に応じて応用がすすめら
れている。(出典 医学の歩み vol.267 No.8, 599-
602 一部改変) 
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Fluorescent Protein) mRNA に結合する配列に置き換えた SINEUP-GFP を用いて、ヒト胎児性正
常腎細胞(HEK293T/17)に導入することで、EGFP のタンパク質レベルでの発現促進が確認されて
いる 1。SINEUP の技術を様々な標的タンパク質の発現促進に応用するため、本研究では SINEUP
が EGFP のタンパク質レベルの向上にどのように関わっているのか、これら RNA の細胞内局在や
RNA 結合タンパク質との相互関係に注目し、メカニズムの解明に取り組んだ。 
２． 実験方法 
細胞培養：ヒト胎児性正常腎細胞(HEK293T/17)を 10%牛胎児血清 (Sigma) 及び 1% ペニシリン-
ストレプトマイシン (Wako) を加えた Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) (1x)+GlutaMAX-1 
(Gibco) 培地にて 37°C、5%二酸化炭素条件下で培養した。 
プラスミド：pEGFP-C2 を Clontech 社より購入した。先行研究 1,2で使用していた SINEUP-GFP、 
SINEUP-SCR、 SINEUP-ΔSB2 及び SINEUP-ΔAlu を pCS2+ベクターに組み入れた SINEUP ベ
クターを使用した。 
トランスフェクション：pEGFP-C2 及び SINEUP ベクターを Lipofectamin 2000 (Invitrogen) に
て OptiMEM (1x) Reduced Serum Medium (Gibco) を用いて HEK293T/17 に共導入し、24 時間培
養した。 
ウェスタンブロッティング (WB)法によるタンパク質の定量評価：トランスフェクションから 24 時
間後の細胞を Cell Lysis buffer (Cell Signaling) にて溶解し、4°C 下で１時間反応後、SDS-PAGE 
による電気泳動分離を行なった。EGFP 検出のため一次抗体として anti-GFP rabbit polyclonal 
antibody (Thermo Fisher Scientific) を 1:1000 希釈し、4°C 下で一晩反応後、anti-rabbit IgG 
conjugated with HRP (Dako) 二次抗体(1:1000 希釈)と室温にて１時間反応させ、ECL detection 
reagent (Amersham)を用いて検出した。 
リアルタイム qPCR 法による RNA 発現量の評価：RNeasy mini kit (QIAGEN)を用いて RNA を抽
出し、PrimeScript 1st strand cDNA synthesis kit (TAKARA)にて cDNA を合成、SYBR Premix 
Ex Taq II (TAKARA)を用いてリアルタイム qPCR を行なった。 
蛍光 in situ ハイブリダイゼーション(fluorescence in situ hybridization; FISH)法による RNA 検
出: 標的 RNA に結合するプローブを Stellaris RNA FISH designer (BIOSEARCH Technologies)
を用いて設計した。細胞を 4% paraformaldehyde (WAKO) にて固定し、37°C 下でプローブと一晩
反応させた後、SP8 (Leica) 共焦点顕微鏡にて検出した。 
SINEUP RNA 結合タンパク質の検出: Magna ChIRP＊ RNA Interactome kit (Merck Millipore) 
のプロトコール 3 を一部改変し、UV クロスリンクした細胞をビオチン修飾された SINEUP 結合プ
ローブでプルダウンし、SINEUP RNA に結合したタンパク質をマススペクトメトリー解析；Liquid 
chromatography–tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) にて解析した。 
SINEUP RNA 結合タンパク質のノックダウンによる影響評価：SINEUP 機能に最も影響を及ぼす
タンパク質を特定するため、siRNA（Thermo Fisher Scientific）によるノックダウンを行なった。
HNRNPK Silencer Select siRNA: Standard (ID: s6739), PTBP1 Silencer Select Validated siRNA 
(siRNA ID: s11434) 及び 4390843 Silencer Select Negative Control #1 siRNA を用いた。それぞ
れの siRNA を Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen)を用いて細胞導入し、ノックダウンを目的と
する標的タンパク質の発現量、及び SINEUP 機能への影響を前述の WB 法にて評価した。 
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SINEUP RNA 結合タンパク質の過剰発現による影響評価：過剰発現させるためのクローンベクタ
ーとして hnRNPK in pCMV6-XL5 及び PTBP1 in pCMV6-AC を ORIGENE 社より購入した。
SINEUP ベクターのトランスフェクション前日に、過剰発現させるタンパク質のクローンベクター
を細胞導入し、過剰発現させるタンパク質の発現量、及び SINEUP 機能への影響を前述の WB 法に
て評価した。 
ポリゾーム分画＊の遠心分離：トランスフェクション処理後の細胞を cycloheximide (Sigma) にて
37°C 下で 5 分間反応させ、細胞質分画を 15%–45%のショ糖密度勾配にて 190,000× g、4°C で 3.5 
時間遠心分離した。分離した溶解分画液を Triax flow cell (Biocomp)を用いて 12 分画に分離し、そ
れぞれの分画内の RNA 及びタンパク質の検出を行なった。 
 
３． 研究結果 
１）RNA FISH 法による EGFP mRNA 及び SINEUP RNA の細胞内局在の解明 
領域欠損 SINEUPs（SINEUP-SCR、SINEUP-ΔSB2、SINEUP-ΔAlu）と SINEUP-GFP (図 2A) 
の EGFP のタンパク質レベルでの発現量の違いを確認し(図 2B)、細胞内局在を解析したところ (図



















２）翻訳促進機能及び SINEUP RNA と EGFP mRNA の細胞質内共局在に必須なタンパク質の 
同定 
EGFP 発現促進量の違いが SINEUPs に結合するタンパク質による影響かを明らかにするため、
SINEUP RNA に結合しているタンパク質を質量分析(MS) 解析にて検索した。MS 解析によって得
られたいくつかの候補タンパク質をそれぞれノックダウンし比較したところ、PTBP1 と HNRNPK
をノックダウンした条件下で EGFP 発現量の低下 (図 3A, B)、さらに SINEUP-GFP RNA 及び






図 3 SINEUP RNA 結合タンパク質のノックダウンによる翻訳促進機能の比較 
A） PTBP１タンパク質のノックダウンによる EGFP 発現量の影響比較 
B） HNRNPK タンパク質のノックダウンによる EGFP 発現量の影響比較 
C） コントロール siRNA の導入による EGFP 発現量の影響比較。Student’s t-test により検定し、有意差を 
**p < 0.01, *p < 0.05, ns: 有意差なしで示した。(出展 主論文 Fig.4 より抜粋） 
図 2 SINEUPs の構造及び翻訳促進機能の比較 
A) SINEUPs の領域欠損モデル。SINEUP-SCR (EGFP mRNA との結合領域;BD の欠損)、SINEUP-ΔSB2 
(機能領域;ED の欠損)、SINEUP-ΔAlu (Alu 繰り返し配列の欠損) と全ての領域を含む SINEUP-GFP の
構造（出展 主論文: Toki et al, 2020, Nucleic Acids Res, Fig.1A より抜粋） 
B)  WB 法による EGFP 及びそれぞれの SINEUPs の共トランスフェクションによる EGFP 発現量の比較。
Student’s t-test により検定し、有意差を**p < 0.01, ns: 有意差なしで示した。（出展 主論文 Fig.1B より
抜粋） 
C)  RNA FISH 法による細胞内局在の解明。EGFP mRNA(赤)と SINEUP-GFP RNA (青)で示された RNA の
細胞内分布。拡大図矢印は EGFP mRNA と SINEUP-GFP RNA の共局在点を示している。（出展 主論文 
Fig.2A より抜粋） 
D）細胞質での EGFP mRNA と SINEUP RNA の共局在の比較。Student’s t-test により検定し、有意差を 





SINEUP 結合タンパク質として同定された PTBP1 と HNRNPK が EGFP mRNA の翻訳促進にど
のように関与しているのかを明らかにするため、PTBP1 と HNRNPK をそれぞれ過剰発現させた
条件下で EGFP 発現量とポリゾーム分画の比較を行なった。PTBP1 と HNRNPK をそれぞれ過剰
発現させた結果、SINEUP RNA が存在している条件下で、EGFP 発現量の増加が観察された (図
5)。さらに PTBP1 と HNRNPK をそれぞれ過剰発現させた条件下でのポリゾーム分画を比較した
ところ、SINEUP RNA が存在していない EGFP 単独導入条件下の細胞群 (図 6 a-c)と比較して、
SINEUP RNA が存在している細胞群で EGFP mRNA がよりリボソームが結合している重いポリ
ゾーム分画に移行していることが観察された(図 6 d-f)。さらに EGFP と共導入時に SINEUP RNA
も重いポリゾーム分画に分布していることが観察された(図 6 g-i)。 
 
 
図 4  SINEUP RNA 結合タンパク質のノックダウ
ンによる EGFP mRNA と SINEUP  RNA の細胞
質共局在の割合比較。Student’s t-test により検定し、
有意差を**p < 0.01 で示した。(出展 主論文 Fig.4E
より抜粋) 
図 5  SINEUP RNA 結合タンパク質の過剰発現による
EGFP 発現量の比較。Cont.; 過剰発現処理なし、
+PTBP1; PTBP1 の過剰発現処理後、 +HNRNPK; 
HNRNPK の過剰発現処理後の細胞群。EGFP 発現量の
変化を Student’s t-test により検定し、有意差を*p < 














本研究において SINEUP  RNA による標的 mRNA の翻訳促進機能に必須の要因として 1) 細胞質
での標的 mRNA との共局在 (主論文 Fig.2A,B)、2) 標的 mRNA の存在下で特異的タンパク質と結
合することに起因する核から細胞質への輸送 (主論文 Fig.5-7)、3) 特異的結合タンパク質との複合
体形成が翻訳開始段階での律速因子になりうる(主論文Fig.8) 可能性を示した (図7)。今回SINEUP 
図 6 SINEUP RNA 結合タンパク質の過剰発現による RNA のポリゾーム分画の比較 
SINEUP RNA 結合タンパク質の過剰発現による EGFP mRNA の分画比較 (SINEUP RNA 結合タンパク質
の過剰発現処理なし; Cont; a,d、PTBP1 過剰発現処理後; +PTBP1; b,e、 HNRNPK 過剰発現処理後; 
+HNRNPK; c,f) 及び共導入時の SINEUP RNA の分画分布 (SINEUP RNA 結合タンパク質の過剰発現処理
なし; Cont; g、 PTBP1 過剰発現処理後; +PTBP1; h、 HNRNPK 過剰発現処理後; +HNRNPK; i)。Free/40S;
リボゾームが結合していないもしくは 40S リボゾームのみ結合している RNA 分画、Mono; モノソーム(80S)
が結合している RNA 分画、Light; 少数、Heavy; 多数のリボゾームが結合しているポリソーム分画を示す。
Student’s t-test により検定し、有意差を**p < 0.01, *p < 0.05 で示した。(出展 主論文 Fig8.B より抜粋） 
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RNA 結合タンパク質として明らかになった PTBP1 及び HNRNPK は、主に核内では mRNA のス
プライシングや安定化、さらに核-細胞質間の標的結合因子の輸送等の役割があることが知られてい
る RNA 結合タンパク質であり、RNA-タンパク質複合体を形成することで様々な機能を担っている
ことが示されている 4,5,6。特に PTBP1 においては通常の翻訳機構とは異なる Cap 非依存的翻訳機
序として知られる IRES (Internal Ribosome Entry Site) 構造に結合するタンパク質として知られ
ており IRES 構造を持つ RNA の翻訳促進に関与していることが報告されている 7。本研究において
も多様な構造を形成すると推測される lncRNA である SINEUP  RNA が PTBP1 と結合すること
でリボゾームや翻訳開始因子の効率的な供給を担い、翻訳開始に伴う複合体形成に関与している可
能性が示された。さらに、核内にとどまる SINEUP  RNA の存在も多く観察されたことから、
SINEUP  RNA と特異的タンパク質の結合による未知の機能として、標的 mRNA 及び SINEUP  
RNA 自体の修飾や、細胞質へ輸送後の RNA の代謝及び機能 8.9,10に RNA-タンパク質複合体形成が
関与している可能性が示唆された。 







１）SINEUP  RNA は核内、細胞質内両方に局在し、標的 mRNA の存在下で SINEUP  RNA 
単独導入に比較して、より細胞質へ輸送されることが示された。 
２）標的 mRNA の翻訳促進には SINEUP RNA と細胞質での共局在が必須であることが示された。 
３）EGFP mRNA の翻訳促進には PTBP１タンパク質及び HNRNPK タンパク質が必須であるこ
とが示された。 
４）PTBP１タンパク質及び HNRNPK タンパク質が SINEUP RNA と結合もしくは複合体を形成
することで SINEUP RNA の細胞内局在に影響を及ぼすことが示された。 
図 7  SINEUP RNA と結合タンパク質
の相互作用モデル 





(出展 主論文 Fig.11 より抜粋） 
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５）PTBP１タンパク質及び HNRNPK タンパク質が細胞質で SINEUP RNA と複合体を形成する
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8. 用語集 
• ロングノンコーディング RNA (long non-coding RNA; lncRNA): タンパク質に翻訳されない
RNA の中でも 200 bp 以上の長さを持ち、様々な遺伝子発現の制御や生命現象の調節を担って
いる長鎖非コード RNA。 
• SINE (short interspersed nuclear elements): RNA ポリメラーゼ III によって転写され、ゲノ
ム全体にわたって存在しているレトロポゾン由来の短鎖繰り返し配列。 
• ChIRP (Chromatin Isolation by RNA Purification): 標的 RNA に結合するプローブを用いて
その標的 RNA と結合する DNA 領域及びタンパク質を同定する手法。 
• siRNA による標的タンパク質のノックダウン: 目的とする遺伝子発現を抑制するため、標的タ
ンパク質をコードする mRNA に結合する低分子二本鎖 siRNA (small interfering RNA)を用い
て標的 mRNA を破壊することでそのタンパク質発現を抑制する方法。 
• ポリソーム分画: 翻訳されている mRNA が複数のリボゾームと結合することでポリソームを形
成し、リボゾーム非結合 RNA もしくは単一リボゾームのみ結合したモノソームとの質量差を利
用して、ショ糖濃度勾配により遠心分離する方法。 
